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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de tres enjuagues orales comerciales sobre la adherencia
bacteriana de un modelo de biofilm invitro de Streptococcus mutans y Streptococcus gordonii.
Los enjuagues orales empleados fueron Colgate Periogard, Vitis Orthodontic y Listerine Anti-
Sarro Zero Alcohol, como control positivo se emple6 clorhexidina a 0.12% y como control
negativo la solucion salina al 0.9 %. Para la prueba de sensibilidad del efecto antibacteriano en
cepas de (S.mutans y S.gordonni, primero se aplicd el método Kirby-Bauer con discos de
difusion de los enjuagues en agar Brain Heart Infusion en cada placa con sus respectivos discos
de control (positivo y negativo) en un tiempo de 24 horas. Se determind la adherencia mediante
la lectura de absorbancia con la ayuda de un espectrofotometro, mediante 3 ciclos de lavado
por 10 segundos a temperaturas de 25-30°C con solucion PBS-1X mantenido un pH 7 evaluados
en 24 y 72 horas, asi mismo se corroboré la presencia de ambos microorganismos a través de
una prueba de PCR. Respecto al efecto antibacteriano de los tres enjugues, el enjuague bucal
Colgate Periogard presentd mayor efecto antimicrobiano en S. mutans y S.gordonii con un
promedio de (42.97 mm) y (41.25 mm) respectivamente de didmetro en comparacion al Vitis
Orthodontic (15.27 mm) y (14.73mm) respectivamente y Listerine Anti-Sarro Zero alcohol
(0.00) en ambas cepas. Respecto el efecto antiadherente de los tres enjugues a las 24 y 72 horas,
se encontrd que los enjuagues Colgate Periogard y Vitis Orthodontic obtuvieron valores de
absorbancia significativamente menores que el Listerine Anti-Sarro Zero, lo cual indica que
ambos enjuagues tienen efecto antiadherente. Acerca de la prueba de Dunnet, se encontr6 que
no hubo diferencias entre las absorbancias del enjuague Colgate Periogard y la clorhexidina
0.12%. Se concluye que de los tres enjuagues evaluados el Colgate Periogard obtuvo efectos
antimicrobianos superiores a comparacion de los enjuagues Vitis Orthodontic y Listerine Anti-
Sarro Zero alcohol. Respecto al efecto antiadherente de los enjuagues evaluados, el Colgate
Periogard y Vitis Orthodontic tuvieron resultados antiadherentes estadisticamente similares y

superiores al Listerine Anti-Sarro Zero alcohol.

Palabras clave: Antisépticos Bucales, Adhesion Bacteriana, Biopeliculas, Técnicas In Vitro
(DeCS).



Abstract

Background: To evaluate in vitro the effect of three commercial oral rinses on bacterial
adherence of an invitro biofilm model of Streptococcus mutans and Streptococcus gordonii.
Materials and methods: Colgate Periogard, Vitis Orthodontic and Listerine Anti-Tartar Zero
Alcohol rinses were used, the positive control was with 0.12% chlorhexidine and the negative
control with 0.9% saline solution. For the sensitivity test of the antibacterial effect in strains of
(S.mutans and S.gordonni) the Kirby-Bauer method was applied with diffusion discs of the
Brain Heart Infusion agar rinses in each plate with control discs (positive and negative). ) for
24 hours; adherence was determined by reading absorbance with the help of a
spectrophotometer, through 3 washing cycles for 10 seconds at temperatures of 25-30°C with
PBS-1X solution, pH 7, with evaluations at 24 and 72 hours. the presence of both
microorganisms was confirmed with a PCR test.

Results: In the antibacterial effect, Colgate® Periogard presented a greater antimicrobial effect
on S.mutans and S.gordonii with an average of (42.97mm) and (41.25mm) respectively in
diameter compared to Vitis® Orthodontic (15.27mm) and (14.73mm). ) respectively and
Listerine Anti-Tartar Zero alcohol (0.00) in both strains. Colgate® Perigard and Vitis®
Orthodontic rinses have an antihedring effect, they obtained significantly lower absorbance
values than Listerine® Anti-Tartar Zero at 24 and 72 hours. In Dunnet's test, there were no
differences between the absorbances of Colgate® Periogard rinse and chlorhexidine 0.12%.
Conclusions: Colgate® Periogard obtained superior antimicrobial effects compared to the other
rinses, Colgate® Periogard and Vitis® Orthodontic had statistically similar and superior

antihypertensive results to Listerine® Anti-Tartar Zero alcohol.

Keywords: Oral Antiseptics, Bacterial Adhesion, Biofilms, In Vitro Techniques.



Introduccion

Existe literatura bien documentada con respecto a la asociacion entre el aumento de la
incidencia de caries, la morfologia y arquitectura de los brackets, debido a la formacion de
nuevas areas de retencion para la biopelicula dental V- Los aparatos ortodonticos pueden causar
variaciones especificas en la microflora bucal al disminuir el pH, por ende, aumentando la
acumulacion de placa dental y el recuento microbiano en la saliva ? lo cual ha generado la
necesidad de utilizar agentes coadyuvantes para su control ©

Es importante evaluar el uso de los enjuagues orales que se prescriben en ortodoncia, ya que se
introdujeron como un método eficaz para reducir la acumulacion de placa dental, los
ortodoncistas consideran que el fluor es un factor de influencia en la recomendacion de
enjuagues bucales durante el tratamiento de ortodoncia, para prevenir las manchas blancas y
lesiones de caries dentales, ademas de otros agentes quimicos como la aceites esenciales ),
clorhexidina ® y cloruro de cetilpiridinio ©

Por otro lado, existe evidencia que ha demostrado un aumento de los niveles de Streptococcus
mutans (spp. mutans) debido al uso de aparatos de ortodoncia, asi como se ha descrito la
presencia de Streptococcus gordonii (spp. gordonii) en lesiones de mancha blanca, revelando
un posible rol en la desmineralizacion del esmalte "® y provoca la formacion de manchas
blancas alrededor de los brackets © 10

Entonces, el objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto de tres enjuagues orales
comerciales sobre la adherencia bacteriana de un modelo de biofilm in vitro de Streptococcus
mutans y Streptococcus gordonii.

Revision de literatura

Estudios han reportado que los enjuagues bucales que contienen clorhexidina y
cetilpiridinio pueden ser efectivos para regular la homeostasis microbiana de la cavidad oral, al
proporcionar un balance positivo para la salud bucal, ademas de reducir el espesor de la
biopelicula y destruir bacterias gram-positivas y gram-negativas, actuan eficazmente frente a S.
mutans y S. sobrinus, S. viridans en diferentes estudios. Al igual que Listerine y su composicion
con aceites esenciales se ha estudiado que inhibe la formacion de biopeliculas y el crecimiento
de las bacterias cariogénicas, por lo tanto, se recomiendan sus usos en la practica clinica 1012

Usualmente el desarrollo de la caries tarda alrededor de 6 meses, pero las lesiones de
mancha blanca en los portadores de aparatologia ortoddntica fija se vuelven visibles después
de 4 semanas, en este proceso se encuentra involucrado Streptococcus mutans, que es una de

las principales bacterias acidogenas que se encuentran en la cavidad bucal, provocan caries



dental, desmineralizacion del esmalte y aumentan su colonizacion con el uso de tratamiento de
ortodoncia, tambien se incluye a Streptococcus gordonii, el cual se considera un colonizador
primario de superficies bucales, ademés se reconoce que aumenta su adherencia en superficies
con biopelicula dental, por ende, y también representa un papel en la desmineralizacion del
esmalte y provoca la formacion de manchas blancas alrededor de los brackets*213)-

En ese sentido, ha sido util el uso de espectrofotdmetro para estimar la calidad del ADN
aislado y para cuantificar la cantidad de especies bacterianas presentes en el biofilm utilizando
la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR). Se considera que las pruebas PCR
se usan para la identificacion de la presencia de bacterias acidogenas en el biofilm y para evaluar
las expresiones génicas adaptativas en biopeliculas ‘4516 también es utilizada con mayor
satisfaccion en microbiologia clinica para amplificar con mayor sensibilidad el ADN diana 2.
En la espectrofotometria se utiliza un sistema de analisis de imégenes digitales personalizado
para evaluar la acumulacion y eliminacion de especies bacterianas y asi encontrar un método
de medicion alternativo fiable (7:18.19-

Durante el tratamiento de ortodoncia es importante la eliminacion mecéanica de la placa
dental; generalmente se lleva a cabo mediante el uso de pasta dental, no obstante, se recomienda
adicionar la desinfeccion quimica con el uso de los enjuagues bucales, los cuales reducen el
grosor de la placa y alteran la estructura de esta, dejandola mas susceptible a la accion de los
distintos sistemas de control quimico %2L-

Para ello hay estudios que consideran a la clorhexidina como gold estandar ya que ha sido
evaluado frente a bacterias y se obtuvo resultados en los que reduce gran cantidad de S. Mutans
incluso que mejora el indice gingival en pacientes ortoddnticos 51622 Entre los otros
enjuagues que optd evaluar esta el cloruro de cetilpiridinio (CPC), el cual, actia frente a
bacterias grampositivas, gramnegativas, virus y hongos, similar a la clorhexidina, respecto a su
efecto antiadherente realiza una actividad de control y reduccion de placa y actla frente a las
toxinas proinflamatorias liberadas por las bacterias, para prevenir la aparicion de gingivitis.
Respecto a los aceites esenciales, se ha considerado uno de los agentes quimicos eficaces como
complemento del control mecanico de placa supragingival para el uso diario, no presenta

efectos adversos en comparacion con clorhexidina, la cual se limita su uso continuo ?324.25)-

Materiales y Métodos

El presente estudio fue aprobado y revisado de forma independiente por el Comité de Etica en

Investigacion de la Universidad Catélica Santo Toribio de Mogrovejo, mediante resolucion de



10

aprobacién N°087-2022-USAT-FMED. El proyecto de investigacion es de tipo experimental,
prospectivo, transversal y analitico, donde se trabajé con grupos de estudio y unidad de analisis,
los grupos de estudio fueron los enjuagues bucales como Vitis Orthodontic® (Dentaid,
Cerdanyola, Espafia), Colgate Periogard® (Colgate-Palmolive Co., Nueva York, NY, EE. UU.),
Listerine® Anti-Sarro Zero Alcohol (Johnson & Johnson Consumer Inc., Skillman, NJ, USA)
(Fig. 1) y los grupos controles positivo y negativo son la Clorhexidina al 0.12% (Dentaid,
Barcelona, Espafia) y la solucion salina, respectivamente. Y respecto a la unidad de analisis
estuvo conformada por el biofilm de Streptococcus mutans ATCC 25175™ y Streptococcus
gordonii ATCC 51656 ™.

Para la estandarizacion de la metodologia de efecto antibacteriano y efecto antiadherente se

realizo una prueba piloto.
Evaluacioén del efecto antibacteriano

Para determinar el efecto antibacteriano de los tres enjuagues. Primero se emplearon bacterias
de Streptococcus gordonii ATCC 51656 y Streptococcus mutans ATCC 25175, usando la
prueba de sensibilidad antimicrobiana mediante el método Kirby-Bauer (disco difusion en
agar), seguido de la preparcion en placas con conteniendo agar de Brain Heart Infusion (BHI),
las cuales posteriormente fueron controladas por 24 horas para comprobar la esterilidad.
Respecto a la preparacion del inoculo, la cepa fue cultivada en caldo cerebro corazon infusién
(BHI) por 24 horas y luego se llevo a la escala de Mac Farland de 0,5. En donde el
enfrenamiento se realiz6 embebiendo un hisopo con el inoculo anteriormente preparado, luego
se procedio a sembrar en la superficie del agar por cuatro veces, se dejé reposar por 5 minutos
para luego proceder a colocar los discos de papel de filtro (whatman 3) de 6 mm de diametro,
impregnados con 10 ul de cada uno de los enjuagues de prueba, por separado (Fig. 2) y (Fig.
3). Este procedimiento fue repetido por 3 veces. Se empleé como control positivo la
clorhexidinaa 0.12% y como control negativo solucion salina. Después fueron incubadas todas
las placas con las muestras y controles positivos y negativos a 37 °C por 48 horas, en

condiciones de anaerobiosis 9.



PerioGard’ TENSIVE CARE

CLORHEXIDINA 0,12%
*CRD RN
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Fig. 2 A to C: Placas de prueba se sensibilidad antimicrobiana con halos de inhibicién
3 enjuagues bucales sobre Streptococcus gordonii. (A) VITIS. (B) .- LISTERINE. (C)
COLGATE - PERIOGARD y controles positivo (C+) Clorhexidina 0.12% y control
negativo (C-) Solucion salina.

Fig.3 A to C: placas de prueba se sensibilidad antimicrobiana con halos de inhibicién
de 3 enjuagues bucales sobre Streptococcus mutans. (A) VITIS. (B) .- LISTERINE.
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(C) COLGATE - PERIOGARD vy controles positivos (C+) Clorhexidina 0.12% y
control negativo (C-) Solucién salina.

Formacién de Biofilm de dos especies

Primero se determind la vitalidad de Streptococcus mutans y Streptoccus gordonii, mediante la
prueba de PCR. Luego se cultivaron en Brain Heart Infusion (BHI) suplementado con sacarosa
al 2.5%, con 30 g x L de (H202), la saliva artificial: 350 mL de solucion salina (350 mL H20d
con 3.15 g de NaCl) una solucion de carboximetilcelulosa (CMC) (4 gr de carboximetil celulosa
en 100 ml H202) y 50 mL de glicerina. El volumen final: 500 mL, autoclavada y conservada a
4°C.

A continuacion, se formé el biofilm en la superficie de poliestireno transparente
(microplacas de 24 pozos). Se realiz6 la inoculacion de cada cepa por separado en 15 ml de
Caldo Soja Tripticaseina (TSB) a 37°C en anaerobiosis hasta alcanzar la fase exponencial de
crecimiento de cada una de ellas. S. gordonii por el periodo de 4 h y 30 min, S. mutans por 3 h
a una densidad oOptica de 0.125 nm con 150 x 106 células/ml. En un mismo tiempo se
prepararon las superficies de poliestireno transparente (microplacas de 24 pozos) donde se
agrego 300 pl de saliva artificial en cada pozo e incub6 a 4°C x 16h. Se retir0 la saliva artificial
y se hicieron 2 lavados con 300 ul de PBS (1X), se agreg6 270 ul de BHI + sacarosa 2.5% y se
inocul6 10 pl de S. gordonii, 10 ul de S. mutans. Finalmente se incubo cada lamina por 24 h a

37°C en condiciones de anaerobiosis ¢

PCR para deteccion de S. mutans y S. gordonii en muestras de Biofilm

Preparacion de las muestras de biofilm y extraccién de ADN

Con la ayuda de una micropipeta se retir6é el medio TSB de cada uno de los compartimentos de
las ldminas, luego se realiz6 un primer lavado afiadiendo 200 ul de agua de PCR a cada uno de
los compartimentos, descartandolo con la ayuda de una micropipeta. Se realiz6 un segundo
lavado, de la misma manera descrita que en el paso previo. Para la extraccion de ADN se afiadio
a cada compartimento 200 ul del buffer de lisis TEN (Tris HCI 1M, EDTA 0.5 M, NaCl 1M y
agua de PCR). Se procedi6 a hacer un raspado utilizando un asa bacteriolédgica recta para poder
desprender la muestra de biofilm de cada compartimento. Se traspasoé los 200 pl de buffer TEN
incluyendo la muestra desprendida a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Se afiadié 50 ul de

lizosima 1X a cada muestra, y se homogenizé en el vortex. Las muestras se incubaron a 37°C
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por 30 minutos. Luego, se afiadié 50 pl de proteinasa K a cada muestra y se homogenizo en el
vortex. Las muestras se incubaron a 37°C por 30 minutos. Se procedio a hacer un hervido de
las muestras a 100°C por 10 minutos. Se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos. Se separ6 100
ul del sobrenadante a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y fueron almacenados a -20°C hasta
el momento de la prueba®®

Usando los siguientes primers, se identificd la presencia de S. mutans y gordonii a las 24 y 72h
(Tabla 1y Tabla 2).

Para la PCR Convencional para la deteccion de Streptococcus mutans se volvieron a suspender
los primers segun lo indicado por el fabricante hasta obtener una concentracion de 100 uM
(Tabla 1).

Tabla 1: PCR Convencional para la deteccion de Streptococcus mutans

Especie Primer ID Secuencia

S. mutans

Primer fordware GtfB F >

GCCTACAGCTCAGAGATGCTATTCT-3'

GtfB R 5'-

Primer reverse GCCATACACCACTCATGAATTGA-3'

Tabla 2: PCR en Tiempo Real para la deteccion de Streptococcus gordonii

Primer/ Sonda ID Secuencia de |ectcli?2al
Primer fordware GtfG F CGGATGATGCTAATCAAGTGACC
S. gordonii Primer reverse GtfGR GTTAGCTGTTGGATTGGTTGCC
Sonda ProbthfG A AGAACAGTCCGCTGTTCAGAGCA Green

La primera dosis de los enjuagues fue administrado pasadas las 24 horas de su
conformacién donde se procedio a retirar cuidadosamente el sobrenadante de cada pozo. Luego
se hicieron lavados con 300 ul de Solucion Salina Amortiguada por Fosfato PBS (1X) 3 veces.
Ademas, se administré 300 ul de los enjuagues e incubd por 1 min a temperatura ambiente
(TA). Posteriormente se retir6 el enjuague e hicieron lavados a la superficie de cada pozo con
300 pl de PBS (1X) 2 veces. Finalmente se agreg6é 300 pul de medio de cultivo estéril BHI +
SAC. 2.5% y se incub6 a 37 °C x 24h en condiciones de anaerobiosis - Se conformaron los
grupos:

-Grupo 1 (Sm + Sg): 300 ul de enjuague VITIS en cada pozo cada 24h hasta
cumplir los tiempos de evaluacién 24 horas (tiempo 1), 72 horas (tiempo 2).
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- Grupo 2 (Sm + Sg): 300 pl de enjuague LISTERINE. en cada pozo cada 24h
hasta cumplir los tiempos de evaluacion 24 horas (tiempo 1), 72 horas (tiempo 2).

- Grupo 3 (Sm + Sg): 300 pl de enjuague COLGATE — PERIOGARD en cada
pozo cada 24h hasta cumplir los tiempos de evaluacion 24 horas (tiempo 1), 72 horas
(tiempo 2).

- Grupo 4 (control negativo): 300 pl de solucion salina en la superficie de cada
pozo cada 24h hasta cumplir los tiempos de evaluacion 24 horas (tiempo 1), 72 horas
(tiempo 2).

- Grupo 5 (control positivo): 300 ul de Clorhexidina al 0.12% en la superficie de
cada pozo cada 24h hasta cumplir los tiempos de evaluacion 24 horas (tiempo 1), 72

horas (tiempo 2).
Efecto antiadherente

Mediante la lectura de absorbancia, primero se retiraron las placas de biofilm de la jarra de
anaerobiosis cuidadosamente y se eliminé el sobrenadante de cada pozo, sin ejercer mucha
fuerza. Continuamente se realizaron lavados a cada pozo con 300 PBS-1X, pH 7.0 (atemperado,
25-30 °C). Estos se realizaron 3 veces durante 10 segundos, con ayuda de una pipeta pasteur
(con la finalidad de retirar el medio de cultivo remanente y bacterias no adheridas). Luego se
agreg6 300 ul de tripsina ejerciendo movimientos de vaivén por 5 minutos para realizar el
desprendimiento y retirar todas las células adheridas en las superficies del pozo. Finalmente se
tomo 100 ul el contenido de cada pozo y se colocd en una microplaca de 96 pocillos para hacer
la medicion de la densidad dptica a 595 nm (ODsgs) en un espectrofotometro (lectora de micro

placas) 29

Fig 4 A y B: Biofilms de S. gordonii y Streptococcus mutans formados en placas de
poliestireno a 24h e Imagen B: Biofilms de S. gordonii y Streptococcus mutans formados
en placas de poliestireno a 72h.
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Anélisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados en una matriz de datos Excel Microsoft y analizados
mediante el uso del software estadistico SPSS version 26.0, utilizando estadistica descriptiva y
técnicas paramétricas para probar el efecto de los tratamientos (comparacién de medias,
comparacion de varianzas, evaluacion de supuestos de homogeneidad de varianzas,
comparacion de cada grupo con su grupo control y normalidad). Se realizé el analisis de
varianza (ANOVA) para establecer si hubo o no diferencias significativas entre los halos de
inhibicidn; es decir, en las variables cuantitativas a comparar y seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, el cual determiné si hubo diferencia significativa (P<0.05)
entre el efecto de cada enjuague bucal evaluado. Se realiz6 un analisis paramétrico, prueba de

Kolmogorov-Smirnov para observar si hay normalidad de los errores.

Resultados y discusién

Efecto antibacteriano

Se realizo la interpretacion de los resultados del estudio de acuerdo a los objetivos, donde el
primer objetivo especifico fue evaluar el efecto antibacteriano de tres enjuagues orales
comerciales sobre Streptococcus mutans ATCC 25175™ y Streptococcus gordonii ATCC
51656™. Para ello, se midieron y compararon los diametros de los halos de inhibicion para
cada concentracion de los enjuagues evaluados. Con respecto a los supuestos, la
homocedasticidad evaluada mediante la Prueba de Levene (p > 0.05), acepta la igualdad de
varianzas ya que en la tabla 3 se muestra un valor p > 0.07 para S. mutans y un p > 0.12 para S.
gordonii. Asimismo, también se cumplid el supuesto de normalidad segin el test de
Kolmogorov — Smirnov (p > 0.05) para S. mutans y S. gordonii.

La prueba F de ANOVA indica diferencias significativas entre los enjuagues en
experimentacion y/o controles en la inhibicion del crecimiento tanto de S. gordonii (p<0.001),
como de S. mutans (p<0.001). Debido a que se detectaron diferencias significativas en el efecto
de los enjuagues, se aplicara la prueba post-hoc de Tukey en donde se comparé la media de los
tres enjuagues por pares. Se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas, por lo que
en la Tabla 3, se muestran diferentes letras en la columna de los enjuagues. Asimismo, las letras
se ordenaron de menor a mayor valor desde la letra a hasta la c. El diametro de halo de inhibicion
del Colgate Periogard, fue significativamente superior a los otros enjuagues. También, el
diametro de halo de inhibicion de Vitis Orthodontic fue significativamente mayor al de

Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol.
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Con respecto a la prueba de Dunnet, la cual se utilizé para comparar las medias de los grupos
experimentales con la media de los grupos de control. Con respecto a la solucion salina, los
enjuagues mostraron un didmetro de halo de inhibicidn significativamente mayor, a excepcion
del Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol (0.000 £+ 0.000), el cual present6 un valor similar.
Mientras que en relacién con la clorhexidina al 0.12%, el enjuague bucal Colgate Periogard
presento tanto para S. mutans y gordonii un diametro de halo de inhibicion significativamente
mayor. Sin embargo, Vitis Orthodontic y Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol (0.000 £ 0.000),
no presentaron diferencias significativas frente a la clorhexidina, tanto para S. mutans y

gordonii.

Tabla 3: Sensibilidad antimicrobiana de enjuagues bucales sobre S. mutans y S. gordonii.

S. mutans S. gordonii
(Didmetro, mm) (Didmetro, mm)
Enjuague bucal
Desv. Desv.

Media?34 estandar Media®34 estandar
VITIS 15.267|bla|b 0.404 14.733|bla|b 0.493
LISTERINE 0.000|a|ala 0.000 0.000|a|ala 0.000
COLGATE 42967 |c|c 0.709 41.267|c|c 1.450
PERIOGARD
Clorhexidina 24.433 1.686 18.533 1.193
0.12%
Solucién salina 0.000 0.000 0.000 0.000
Pruebas 6404.615 3.950 1677.290 3.133
generales?!
D 0.000 0.080 0.000 0.117
Kolmogorov- 0.213 0.260
Smirnov®
0 0.200 0.079

Fuente: Analisis de datos (elaboracion propia). Letras similares indican que no hay diferencia significativa. Las letrasa, by ¢
estan ordenadas de menor a mayor. * ANOVA: F (comparacion de medias) y Levene (comparacion de varianzas). 2 Prueba de
Tukey. ® Prueba de Dunnett respecto a Clorhexidina 0.12% (bilateral). * Prueba de Dunnett respecto a solucién salina
(unilateral). ® Prueba de Kolmogorov-Smirnov para normalidad de los errores, con correccion de Lilliefors.

Efecto antiadherente

El segundo objetivo fue comparar el efecto antiadherente de tres enjuagues comerciales sobre
un biofilm oral in vitro de Streptococcus mutans ATCC 25175™ vy Streptococcus gordonii
ATCC 51656™, mediante absorbancia por espectrofotometria.

Se cumplieron los supuestos de distribucion normal segun la prueba de Sorgomonov (p>0.05)
asi como también el de homocedasticidad acorde a la prueba de Levenne (p>0.05) tanto para

el diametro del halo de inhibiciébn como para los niveles de absorbancia a las 24 y a las 72


https://statologos.com/media-mediana-moda/
https://statologos.com/grupo-experimental/
https://statologos.com/grupo-experimental/
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horas. Ademas, se observo, que la solucién salina tenia la mayor absorbancia, ya que esta
funciona como el control negativo, y evita que las bacterias se unan a la superficie y estén
bacterias flotantes.

La absorbancia de los enjuagues bucales a las 24 horas mostrd diferencias segun la prueba
ANOVA (p<0.001). Segun la prueba de Tukey, los enjuagues bucales Colgate Periogard y Vitis
Orthodontic, obtuvieron valores de absorbancia significativamente menores a Listerine Anti-
Sarro Zero Alcohol, lo cual indica que poseen mayor antiadherencia que el Listerine Anti-Sarro
Zero Alcohol. Igualmente, no hubo diferencias significativas entre los enjuagues bucales
Colgate Periogard y Vitis Orthodontic por lo que presentaron la misma letra “a”. Se encontraron
diferencias significativas entre la absorbancia de los enjuagues bucales a las 72 horas mediante
la prueba ANOVA. La absorbancia de los enjuagues bucales a las 72 horas mostré diferencias
segun la prueba F (p=0.002), ademas se muestra la misma letra “a” para Colgate Periogard
(0.254 £ 0.103) y Vitis Orthodontic (0.621 £ 0.073), lo cual indica que siguen siendo mejores
comparados con Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol (1.527 + 0.390), segun la prueba de Tukey
(Tabla 4).

Acerca de la prueba de Dunnet, se encontrd que no hubo diferencias entre las absorbancias del
enjuague Colgate Periogard y la clorhexidina 0.12%. Por otro lado, los enjuagues bucales Vitis
Orthodontic 'y Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol presentaron una absorbancia
significativamente superior al de la clorhexidina, es decir, una menor antiadherencia que la
clorhexidina. En relacion con la solucion salina, los enjuagues bucales Vitis Orthodontic y
Colgate Periogard mostraron un valor de absorbancia significativamente inferior a la solucién
salina, es decir, un mayor nivel de antiadherencia que la solucién salina. Mientras que, los
niveles de absorbancia para el enjuague bucal Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol fueron
similares a los de la solucidn salina. La clorhexidina fue la sustancia con menor valor numérico
de absorbancia entonces, tuvo un mayor nivel de efecto antiadherente, y no presentd una

diferencia significativa con el enjuague bucal Colgate Periogard.
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Tabla 4. Efecto antiadherente de 3 enjuagues bucales medidos por absorbancia sobre DO

595nm del pellet removido.

24 horas 72 horas

Enjuague bucal Desv. Desv.

Media?34 estandar Media?34 estandar
VITIS 0.590 albla 0.069 0.621 albla 0.073
LISTERINE 1.220|b|b|b 0.174 1527 |b|b|b 0.390
COLGATE 0.338|alala 0.104 0.254|alala 0.103
PERIOGARD
Clorhexidina 0.197 a 0.049 0.120 a 0.069
0.12%
Solucién salina 1.325 b 0.056 1.758 b 0.081
Pruebas 40.640 1.710 22.959 3.108
generales?!
p 0.000 0.258 0.002 0.119
Kolmogorov- 0.185 0.226
Smirnov®
p 0.200 0.200

Fuente: Andlisis de datos (elaboracion propia) Letras similares indican que no hay diferencia significativa. Las letras a, b
y ¢ estan ordenadas de menor a mayor. * ANOVA: F(comparacion de medias) y Levene (comparacion de varianzas). 2
Prueba de Tukey. * Prueba de Dunnett respecto a Clorhexidina 0.12% (bilateral). 4 Prueba de Dunnett respecto a solucion

salina (unilateral). ® Prueba de Kolmogorov-Smirnov para normalidad de los errores, con correccion de Lilliefors
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Se debe considerar que las lesiones de mancha blanca en los portadores de aparatologia
ortodontica fija son muy frecuentes *?), debido a la dificultad que se tiene al realizar la limpieza
dental. Se observa una desmineralizacion del esmalte por la formacion y acumulacién de placa
dental y colonizacién de microorganismos alrededor del bracket ‘2. En este proceso se
encuentran involucradas dos bacterias aciddgenas: Streptococcus mutans y Streptococcus
gordonii, los cuales estan relacionados a la presencia de mancha blanca 4?9, Se ha reportado
que Streptococcus mutans aumenta su colonizacién con el uso de tratamiento ortoddntico,
mientras que Streptococcus gordonii se considera un colonizador primario, ya que aumenta su
adherencia en superficies con biopelicula dental 219, La desinfeccion quimica reduce el grosor
de la placa y altera la estructura de la misma, dejandola mas susceptible a la accion de los
distintos sistemas de control mecéanico %), En este sentido, se propuso evaluar el efecto
antibacteriano y el efecto antiadherente de enjuagues orales generalmente utilizados en el
control quimico de la placa bacteriana en el tratamiento de ortodoncia.

En la presente investigacion se evalud a los enjuagues Colgate Periogard, Vitis Orthodontic y
Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol, de los cuales Colgate Periogard destacd por su excelente
efecto antibacteriano y antiadherente, debido a que no se encontré diferencias con la
clorhexidina al 0.12%, considerado como el gold estandar @522, Asimismo, Colgate Periogard
también logro destacar sobre los otros enjuagues evaluados, sobre todo frente al Listerine Anti-
Sarro Zero Alcohol que obtuvo los valores menos favorables con respecto al efecto
antibacteriano y antiadherente del biofilm.

Acero C. et al. reporta que, el cloruro de cetilpiridinio (CPC), como componente del enjuague
oral Vitis Orthodontic, es considerado un agente tenso-activo antimicrobiano que tiene un
mecanismo de accion favorable para la permeabilidad de la pared bacteriana y afecta
irreversiblemente la capacidad de adhesion bacteriana hacia la superficie dentaria en un 35%.
Se ha demostrado que el CPC tiene una eficacia moderada y se elimina rapidamente de las
superficies bucales, actuando frente a bacterias grampositivas, gramnegativas, virus y hongos,
similar a la clorhexidina 9. Sin embargo, en este estudio se corroboré que Vitis Orthodontic
con CPC al 0,07 %, si presenta un buen efecto antibacteriano y antiadherente, pero en menor
proporcion que Colgate Periogard, ya que a pesar de tener entre sus componentes al CPC 0,05%
y fluoruro de sodio 0,33% (NaF), se creia que el fluoruro de sodio podria favorecer a aumentar
su efecto antibacteriano. Sin embargo, Araujo | et al. mencionan que el fluoruro de sodio
combinado con CPC 0,05% no obtuvo el potencial deseado en la eficacia antimicrobiana, a

comparacion de usar sélo CPC ¢,
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Listerine ha sido considerado uno de los agentes quimicos con mayor eficacia en el
complemento del control mecanico para el uso diario, ya que no presenta efectos adversos en
comparacién con la clorhexidina. No obstante, Moein N. et al. menciona que los enjuagues
bucales que contienen clorhexidina son mas efectivos que los enjuagues con aceites esenciales,
como es el caso de Listerine GV, Al respecto, Da Silva N. et al. concluyen que los aceites
esenciales no presentaron actividad antimicrobiana con S. Salivarius, S. oralis, L. casei y S.
Mutans a comparacion de otros enjuagues con clorhexidina ®?. Haerian A. et al. mencionan
que el principal componente antibacteriano de Listerine pierde su eficacia en un tiempo
relativamente mas corto que clorhexidina ©® y Chen Y. et al. refieren que Listerine no mostrd
diferencias en comparacion con la solucion salina 4. Estos hallazgos confirman los resultados
del presente estudio, debido a que Listerine Anti-Sarro Zero Alcohol no presento resultados
favorables en el efecto antibacteriano y efecto antiadherente de las bacterias de S. mutansy S.
gordinii. En este sentido, Araujo I. et al. afirman que la eficacia antibacteriana del Listerine se
aumenta con la presencia de fluoruro de sodio, detergente tensoactivo (laurilsulfato de sodio) y
perdxido de hidrégeno. Lo anterior puede explicarse debido a que laurilsulfato de sodio y el
peroxido de hidrdgeno son surfactantes y desinfectantes, con un efecto inhibitorio potencial
sobre los estreptococos orales. Ademas del sinergismo que presenta el fluoruro de sodio a 226
ppm combinado con aceites esenciales ©?.

Barbosa I. et al. encontraron que el enjuague Colgate Periogard con clorhexidina al 0.12%,
resultd ser efectivo frente a S. Mutans, S.Sanguinis y E.coli. Ademas, observaron que Colgate
Periogard tenia tanta actividad antibacteriana similar a la clorhexidina 1% vy era
significativamente mas activo que clorhexidina 0,12% ©°- En la misma linea, Da Silva N. et al.
refieren que Colgate Periogard present6 actividad antimicrobiana en otros microorganismos
como S. Salivarius, S. oralis, L.casei y S. Mutans, en donde se redujo el crecimiento bacteriano
de 6.25% a 1.56% ©?- Estos resultados coinciden con lo reportado con la presente investigacion,
en donde se encontré una diferencia significativa de la eficacia de Colgate Periogard frente a
los otros enjuagues en las cepas de S. mutans y S. gordinii. Este efecto aumentado en la
actividad antimicrobiana puede explicarse debido a la presencia de agregados como mentol,
mentona, isomentol, acetato de mentilo, trans-anetol y eugenorobiana; ya que estos
terpenos/fenilpropanoides han demostrado actividad antimicrobiana previamente en otros
estudios 2 Colgate Periogard destaca su eficacia en este estudio ya que esta relacionado con
el ingrediente activo antimicrobiano y sus concentraciones en cada producto probado, como en
el estudio de Araujo I. et al. que menciona a la clorhexidina 0.12%, como una molécula

catidnica, capaz de unirse de forma no especifica a los fosfolipidos de membrana de los
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microorganismos. También se menciona su eficacia clinica para reducir la formacién de
biopeliculas y destacar frente a otros enjuagues bucales en la inhibicion del crecimiento
bacteriano, incluso con una dilucion adicionada que sigue siendo eficaz en comparacion al Vitis
Orthodontic €0

El conocimiento de las biopeliculas salivales proporciona una mejor comprension de la
adherencia microbiana, se optd por realizar las pruebas de adherencia mediante
espectrofotometria para estimar la calidad del ADN aislado, incluyendo la prueba PCR para
cuantificar la cantidad de especies bacterianas presentes en el biofilm @8 Segin
Tahmourespour A, et al. se considera que las pruebas PCR se usan para la identificacion de la
presencia de bacterias acidogenas en el biofilm y para evaluar las expresiones génicas
adaptativas en biopeliculas, ademas de ayudar a identificar la presencia de un determinado tipo
de bacteria presente en el biofilm, su desarrollo o muerte ®®- En este caso del presente estudio,
la técnica fue usada para reconocer si €s Spp. mutans y/o gordonii. y asi observar que enjuague
tuvo el mejor efecto antiadherente, frente a dichas bacterias.

Millones P. et al. y Nafarrete R. et al. reportaron que midieron la adherencia mediante la
absorbancia por espectrofometria, donde se evalu6 mediante tiempos, para llegar a obtener el
resultado de cudl de los enjuagues tiene valores numéricos mas bajos y presenta el mejor efecto
antiadherente ®®2%- Nafarrete R. et al. realiz6 el desprendimiento de bacterias con ultrasonido,
mientras que en el presente estudio, se realiz6 usando Tripsina ®® en la presente interpretacion
de resultados se pudo ver quien tiene valores numéricos mas bajos, fue la clorhexidina, ya que
evitd la adherencia y es quien tuvo mejor efecto antiadherente, quizas sea debido a que la
clorhexidina desprendi6 las bacterias y con ello, quedaron pocas bacterias, por lo tanto, la
absorbancia medida en el espectofotometro tuvo niveles méas bajos. Y la solucion salina,
presentd valores més altos, por ende, no evit6 la adherencia, con lo que se indicé que es la
méaxima adherencia y permite que las bacterias se unan en la superficie y esten bacterias
flotantes. En el presente estudio la evaluacion del efecto antibacteriano, fue en un solo tiempo
de 24h, mientras que la del efecto antiadherente fue en dos tiempos de 24 y 72h, ya que el
biofilm a las 72h es mas maduro, se presentan multiples especies y tienen matriz polimerica
extracelular que los hace muy resistentes. Sin embargo, en los resultados del modelo invitro
no hubo variacion de ello, si bien es cierto hay una variacion numérica, se mantiene a las 24
y 72h el mismo efecto estadisticamente.

Después de los resultados obtenidos, se rescata la eficacia antibacteriana de Colgate Periogard,
quien destaca por su componente de Tripolifosfato de Sodio, el cual ayuda a prevenir las

manchas causadas por la clorhexidina al 0.12%, pero a la vez no reduce su efecto antibacteriano
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y sigue actuando de forma eficaz frente a bacterias de S. mutans y S. gordonii. Lo anterior,
permite afirmar que Colgate Periogard contribuye a la reduccién del biofilm de bacterias
frecuentemente presentes en la cavidad oral de pacientes bajo tratamiento de ortodoncia, con la
ventaja de producir menor decoloracion en comparacion con clorhexidina.

Dentro de las limitaciones se puede mencionar que, en la metodologia se habia tomado en
cuenta aplicar la concentracién minima inhibitoria (MIC) pero luego se opt6 por no considerarla
ya que la MIC, solo es aplicable en productos no comerciales y respecto a los hallazgos
obtenidos, se realizaron en un entorno in vitro y pueden haber alterado su relevancia en una
situacion clinica; por ello, se deberia evaluar su eficacia en futuras investigaciones durante
diferentes periodos de tiempo o en préacticas de higiene bucal dentro del tratamiento de

ortodoncia para comprender mejor la respuesta microbioldgica.

Conclusiones

A pesar de las limitaciones, el presente estudio invitro logro evaluar a diferentes enjuagues
usados frecuentemente dentro del control quimico de la placa en pacientes con tratamiento de
ortodoncia. Colgate Periogard tuvo el mayor efecto antibacteriano y efecto antiadherente frente
a Streptococcus mutans y Streptococcus gordonii, seguido de Vitis Orthodontic. Listerine Anti-
Sarro Zero Alcohol presentd los valores menos favorables con respecto a las variables

evaluadas.

Recomendaciones

Realizar mas estudios clinicos de la eficacia de los enjuagues bucales no solo frente a bacterias
frecuentes en cavidad oral, sino también estudios epidemiolégicos con hongos o virus que
Ilegan a producir diferentes enfermedades en boca.

Considerar realizar més estudios de aceites esenciales con otro grupo de bacterias frecuentes

relacionadas a la cavidad oral.
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£1ca on Investigaciion de @ Facultad de Medicina

£n uso de las atribucones confordas por & Loy Universitarsa N® 30220 v ol
Estotuto de ks Universidad Catdlica Santo Toribio de Mogrovejo;

Articudo 1° - Detlarar aprobado ¢l Proyecto de Investigacion para continuar con
&l proceso de recoleccion de datos y finalizacion del mismo.

Articudo 29 Dar 3 conocer |a prosente resofucion 2 i mteresada.

Registrese, comuniquese y archivese.

e S Jeamads fsord VRSS. Ovclo e | 7@ EDE00 . €067 | s i i g0
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Anexo N° 02: Resolucion de laboratorio de bacteriologia de la Universidad Cayetano Heredia.

UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA
FACULTAD DE CIENCIAS Y FILOSOFIA
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

Proforma No. MBB001-02-2022

Solictante:
Srta Valeria Teresa Diaz Cabrera
Universidad Catolica Santo Toribio de Mogrovejo

Fecha de solicitud: 01/ 02/ 2022

Numero 08 Tipo ge analisis Costo por unidad Costo total
muestra soles (/). soles (8/).
- Enfrentamiento de Cnjusgsionos
‘Ewwll bucaies a biofim micrablano de 2 240 980
bactanas microaerofias
% IGV 172.80
TOTAL 1132.80
En ol totsl ecis inoluido ol % IOV

o Enla presente proforma no se encuentra incluido of costo de foma yo ransporie de a muestra.
* Boleta de Pago: Cencelsr en |a Uends virtusl de ks UPCH o cOdigo ndmero.

* Requerimiento de Factura: Cancelar |s lolslided & Is cuents N® 151-0657346-057 del Banco de Crédito
del Perd, por concapto de sndliss y escanest of Boucher con los datos de la empresa (RUC, razén
sacial, dreccan) para [a emisdn do & factura cormespandients

Para & realzacdn de las lomas dé mueslyss O andisis, comunicarse con &l laborstono con 72 horas de

anlicipacion. €1 Sempo del processmiento de I8 muesirs para ls emisidn de resultados es de 2 meses de
recibido la muesira.

Lima, 11 de Febrero del 2022

S
— - r
foeediisa

.. -} " )

MSC Dora Maartua Tores . '
Miciotiddogs - CBF 776 |
Lboratone de Bacteriologls

Telf. 3150000 ~ 233243

Corular: 95933 4853

Dirsccxdn: Av. Honono Dalgado 430 = Uhanzacion Inganiaria. San Martin da Pormas




Anexo 03: Operacionalizacién

se establece entre
los

microorganismos
y los tejidos del
hospedador, lo
que permite la

colonizacién

metodologia.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES | VALORES TIPO DE ESCALA
CONCEPTUAL | OPERACIONAL VARIABLE DE
MEDICION
ENJUAGUES Sustancia Tipos de | Nombre del | -Vitis Cualitativa Nominal
ORALES farmacéutica tipo | enjuagues orales | producto orthodontic®
COMERCIALES | soluciéon acuosa | evaluados invitro. | comercial -Colgate
usada para el Periogard®
tratamiento -
topico de LISTERINE®
afecciones Anti-Sarro
bucales © Zero Alcohol
ADHERENCIA Es la | Segun protocolo | Absorbancia por | Densidad Cuantitativa | Razon
BACTERIANA interrelacion que | establecido en la | espectrofotometria | Optica (D.O.)
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Microbiana. 4

EFECTO
ANTIBACTERIANO

Capacidad que
presentan
algunas
sustancias
quimicas o
bioldgicas de
impedir el
desarrollo de
bacterias de
forma temporal o

permanente, 7

Segun  protocolo
establecido en la

metodologia

Halo de inhibicién

Milimetros

(mm)

Cuantitativa

Razon
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Anexo 04: Matriz de Consistencia

31

Comparar el efecto antiadherente
de tres enjuagues comerciales
sobre un biofilm oral In Vitro de
Streptococcus mutans ATCC
25175™ y  Streptococcus
gordonii ATCC 51656™

Titulo del Formulacion Hipotesis Objetivos Variables Metodologia Unidad de
proyecto del problema analisis
Efecto de tres ¢Cual es el El efecto OBJETIVOS GENERAL Efecto Basico Biofilm
enjuagues efecto de tres | antiadherente . : :
(J)ralges enjuagues orales de tres Evaluar el efecto de tres enjuagues | antibacteriano Campo constituido por la
comerciales comerciales enjuagues orales - comerciales sobre la Transversal
sobre la sobre la éralges adherencia bacteriana de un Adh . cepa de
adherencia de adherencia comerciales modelo de biofilm invitro  de Frenei Prolectivo
un modelo de | bacteriana de un sobre el Streptococcus mutans y | bacteriana. Prospectivo Streptococcus
biofilm invitro modelo de modelo de Streptococcus gordonii
de biofilm invitro |  biofilm de OBJETIVOS ESPECIFICOS Experimental | mutans
Streptococcus de Streptococcus ) ) icati
m‘L)Jtans y Streptococcus mrL)Jtans y Evaluar el efecto antibacteriano de Explicativo ATCC 25175
Streptococcus mutans y Streptococcus | énjuagues  orales  comerciales Cuantitativa | streptococcus
gordonii. Streptococcus | gordonii, es | Streptococcus mutans ATCC 25173
gordonii? diferente. Streptococcus gordonii ATCC 5165 gordonii A
51656™.




